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Diese Arbeit beinhaltet Untersuchungen zu den unterschiedlichen Isoformen des 
Leptinrezeptors und dessen Regulation in primären humanen Hepatozyten. Leptin 
und der Leptinrezeptor nehmen in der Physiologie des menschlichen 
Energiehaushaltes eine wesentliche Funktion ein und sind an der Pathogenese 
der Adipositas mit Folgeerkrankungen wie der Entwicklung einer Fettleber 
beteiligt. Es wird erstmalig geprüft inwieweit das Modellsystem primärer humaner 
Hepatozyten für Analysen der Leptinrezeptor-Expression und der Abspaltung von 
löslichem Leptinrezeptor geeignet ist. Weiterhin werden untersucht, welchen 
Einfluss endokrine Regulatoren wie Dexamethason, Leptin und Glucagon auf die 
isoformspezifischen Rezeptormengen in primären Hepatozyten haben und wie der 
Rezeptor unter Apoptose reguliert ist, welche durch die lipotoxischen Effekte der 
freien Fettsäure Palmitat und den Apoptoseinduktor Staurosporin induziert wird. 
Hierdurch können Rückschlüsse auf eine möglicherweise veränderte Wirksamkeit 



















Meinen Eltern Gina und Jürgen Lorz 



































1	   Einleitung ........................................................................................ 1	  
1.1	   Das Hormon Leptin ................................................................................. 1	  
1.2	   Der Leptinrezeptor .................................................................................. 3	  
1.3	   Leptin und der Leptinrezeptor in der Pathogenese der Adipositas ... 5	  
1.4	   Die Leber als Ort der Leptinwirkung und der hepatische 
Leptinrezeptor ......................................................................................... 7	  
1.5	   Fragestellungen ...................................................................................... 8	  
2	   Material und Methoden ................................................................ 10	  
2.1	   Material .................................................................................................. 10	  
2.1.1	   Hepatozyten ................................................................................ 10	  
2.1.2	   Chemikalien und Molekularbiologische Reagenzien ................... 12	  
2.1.3	   Geräte und Verbrauchsmaterialien ............................................. 13	  
2.1.4	   Software ...................................................................................... 14	  
2.2	   Methoden ............................................................................................... 15	  
2.2.1	   Versuchsübersicht ....................................................................... 15	  
2.2.2	   Zellkultur ...................................................................................... 16	  
2.2.2.1	   Kultivierung und Stimulation ........................................ 16	  
2.2.3	   Molekularbiologische Methoden .................................................. 16	  
2.2.3.1	   RNA-Isolierung, -Konzentrations- und 
Reinheitsbestimmung .................................................. 16	  
2.2.3.2	   Reverse Transkription ................................................. 18	  
2.2.3.3	   Real-Time-quantitative-PCR ....................................... 18	  
2.2.4	   Proteinbiochemische Methoden .................................................. 21	  
2.2.4.1	   ELISA .......................................................................... 21	  
2.2.5	   Statistische Auswertung .............................................................. 22	  
3	   Ergebnisse .................................................................................... 23	  
3.1	   Der Leptinrezeptor im Zellkulturmodell von primären humanen 
Hepatozyten .......................................................................................... 23	  
3.2	   Der Leptinrezeptor unter dem Einfluss endokriner Regulatoren in 
primären humanen Hepatozyten ......................................................... 25	  
 V 
3.2.1	   Dexamethason ............................................................................ 25	  
3.2.2	   Leptin .......................................................................................... 27	  
3.2.3	   Glucagon ..................................................................................... 28	  
3.2.4	   Leptin und Glucagon ................................................................... 32	  
3.3	   Der Leptinrezeptor bei Zuständen der Apoptose in primären 
humanen Hepatozyten ......................................................................... 34	  
3.3.1	   Palmitat ....................................................................................... 34	  
3.3.2	   Staurosporin ................................................................................ 36	  
4	   Diskussion .................................................................................... 40	  
4.1	   Der Leptinrezeptor im Zellkulturmodell von primären humanen 
Hepatozyten .......................................................................................... 40	  
4.1.1	   Zusammenfassung der Ergebnisse ............................................ 40	  
4.1.2	   Diskussion und Ausblick ............................................................. 40	  
4.2	   Der Leptinrezeptor unter dem Einfluss endokriner Regulatoren in 
primären humanen Hepatozyten ......................................................... 41	  
4.2.1	   Zusammenfassung der Ergebnisse ............................................ 41	  
4.2.2	   Diskussion und Ausblick ............................................................. 42	  
4.3	   Der Leptinrezeptor bei Zuständen der Apoptose in primären 
humanen Hepatozyten ......................................................................... 46	  
4.3.1	   Zusammenfassung der Ergebnisse ............................................ 46	  
4.3.2	   Diskussion und Ausblick ............................................................. 47	  
5	   Zusammenfassung ...................................................................... 49	  
6	   Literaturverzeichnis ..................................................................... 52	  
7	   Abbildungsverzeichnis ................................................................ 62	  
8	   Tabellenverzeichnis ..................................................................... 64	  
9	   Appendix ........................................................................................ A	  
9.1	   Lebenslauf .............................................................................................. A	  
9.2	   Danksagung ........................................................................................... E	  














































B-cell lymphoma 2 
Body-Mass-Index 
Cyclisches Adenosinmonophosphat 
Cocaine- and amphetamine-regulated transcript 
Complementary DNA 
Corticotropin-releasing hormone 









Enzyme-linked Immunosorbent Assay 
6-Carboxyfluorescein 
Fetales Kälberserum 








































Human hepatocellular carcinoma 
Human embryonic kidney 293 





Liver-specific insulin receptor knock-out 







Anzahl der Messwerte 
Dinatrium 






Leptinrezeptor Isoformen 219.1-3 
Leptinrezeptor Isoformen a-f 

























Löslicher (soluble) Leptinrezeptor 















1.1 Das Hormon Leptin 
Leptin ist ein aus 167 Aminosäuren bestehendes Proteohormon, welches durch 
das im Jahr 1994 entdeckte Obese-Gen (OB-Gen) kodiert wird (Abbildung 1). 
Zwischen murinem und humanem Leptin besteht eine Identität der 
Aminosäuresequenz von 84 % 1. Beim Menschen erfolgt die Produktion von Leptin 
hauptsächlich im weißen Fettgewebe 2; daneben wird es in geringeren Mengen 
von der Plazenta 3, den Epithelzellen der Mamma 4, der Magenmukosa 5 und dem 
Knochenmark 6 synthetisiert. Die Ausschüttung dieses Adipokins unterliegt einer 
zirkadianen Rhythmik mit nächtlichem Anstieg 7. Einflussfaktoren, die erhöhte- 
oder verminderte Leptinkonzentrationen im humanen Blutplasma zur Folge haben, 
sind in Tabelle 1 aufgeführt. Die Menge an sezerniertem bzw. produziertem Leptin 
hängt von der Größe der Fettzellen ab; die Plasmakonzentration korreliert mit dem 
BMI bzw. dem Anteil der Fettmasse am Körpergewicht 8,9. Daraus resultiert die 
wesentliche Funktion des Leptins. 
 
 
Abbildung 1: Tertiärstruktur des Adipokins Leptin (modifiziert nach 




Es ist ein afferentes Signal der Peripherie für die zentrale Regulation des 
Körpergewichts und dient der Aufrechterhaltung der Energiehomöostase durch 
Hemmung anaboler- und Stimulation kataboler Stoffwechselwege. Diese 
regulatorische Funktion als Botenstoff des Fettgewebes wird durch die Steigerung 
der Synthese bzw. Sekretion anorexigener Peptide (α-MSH, CRH, TRH, CART) 
und gehemmte Ausschüttung orexigener Botenstoffe (Neuropeptid Y, AGRP, 
MCH, Orexine) im Hypothalamus, dem Kontroll- und Koordinationszentrum für 
Energiehomöostase, Sättigungsgefühl bzw. Nahrungsaufnahme und dem 
Hauptwirkungsort des Leptins, realisiert 11–13. Darüber hinaus sind zahlreiche 
weitere Wirkungen des Leptins beschrieben: modulierende Funktionen im Immun- 
14,15 und Reproduktionssystem 16,17, Inhibition des Knochenstoffwechsels 18, eine 
mögliche Stimulation bei der Entstehung von Krebs 19,20 bzw. als proangiogener 
Faktor 21 sowie therapeutischer Nutzen durch die Verbesserung des 
Glucosemetabolismus und eine Verminderung der Triglyzeridspiegel bei Patienten 
mit schwerer Lipodystrophie 22,23. 
 
Tabelle 1: Einflussfaktoren die zu einer Veränderung der 
Leptinkonzentrationen im humanen Blutplasma führen (modifiziert nach 
Margetic- und Rosenbaum et al. 24,25). 
Leptinkonzentration 




















1.2 Der Leptinrezeptor 
Kurz nach der Entdeckung von Leptin wurde im Jahr 1995 der zur Familie der 
Klasse 1-Zytokinrezeptoren gehörige Leptinrezeptor (OB-R) beschrieben 26. Sechs 
unterschiedliche Isoformen des Rezeptors (OB-Ra-f) wurden bisher identifiziert, 
wobei OB-Rf nur in der Ratte nachgewiesen werden konnte 27. Die durch 
alternatives Spleißen entstehenden Isoformen OB-Ra-d gleichen sich in ihrer 
extra- und transmembranen Domäne, unterscheiden sich aber in ihren 
unterschiedlich langen intrazellulären Domänen. Die Nomenklatur bezüglich der 
Isoformen differiert zwischen humanem- und murinem Rezeptor, die adäquaten 
Bezeichnungen sind in Abbildung 2 dargestellt. 
 
 
Abbildung 2: Isoformen des Leptinrezeptors, unterschiedliche 
Bezeichnungen für die humanen- und murinen Isoformen (modifiziert 
nach Wauman et al. 28). 
 
OB-Rb ist die längste der Isoformen, welche für den Rezeptor in seiner 
Gesamtlänge kodiert und zur vollständigen Signaltransduktion über den JAK-
STAT-Signalweg befähigt ist 27,29. Das Vermögen zur Signaltransduktion der 
 OB-R219.2     OB-Rfl    OB-R219.3  OB-R219.1  sOB-R          -          HUMAN 
                                                                                                                 MURIN 
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kurzen Isoformen OB-Ra, OB-Rc und OB-Rd ist umstritten 30–33. Die kürzeste 
Isoform OB-Re ist kein Rezeptor im eigentlichen Sinne, vielmehr handelt es sich 
um ein lösliches Bindungsprotein ohne transmembrane- und intrazelluläre 
Domäne. Während Ob-Re bei der Maus hauptsächlich durch ein alternatives 
Transkript kodiert wird, wird das humane OB-Re Protein durch proteolytische 
Spaltung, sogenanntes Shedding, generiert 34,35. Dieser lösliche Rezeptor ist das 
Hauptbindungsprotein von Leptin im menschlichen Blut 36. Dessen potentiell 
modulierende Funktion auf die Leptinwirkung, durch eine Verzögerung der 
Leptinclearance bzw. Epitopblockierung am Membranrezeptor, diskutiert wird 37–39. 
In Säugetieren kommt der Leptinrezeptor OB-R, insbesondere OB-Ra, ubiquitär 
vor (Abbildung 3). 
 
 
Abbildung 3: Nachgewiesene Lokalisation der langen, 
kurzen und löslichen Isoformen des Leptinezeptors in 
Säugetieren (modifiziert nach Castracane et al. 40). 
 
OB-Rb wird hauptsächlich im Hypothalamus exprimiert, lässt sich aber in 
wesentlich geringerer Menge in vielen anderen Geweben nachweisen 32,33. Die 
kurzen Isoformen, welche auch in den Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke 
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nachgewiesen wurden, sind bedeutungsvoll für den Leptintransport über diese 
Barriere hin zum Hypothalamus 41,42. Die genaue Funktion der in der Peripherie im 
Überschuss auftretenden (verglichen mit OB-Rb) kurzen Isoformen ist unklar; 
neben der bereits genannten Transportfunktion nimmt man Leptinclearance und 
die Generierung von löslichem Rezeptor an 43. 
1.3 Leptin und der Leptinrezeptor in der Pathogenese der 
Adipositas 
Adipositas wird als eine über das Normalmaß hinausgehende Vermehrung des 
Körperfetts verstanden. Nach Definition der WHO liegt Präadipositas ab einem 
BMI (Quotient aus Körpergewicht in kg und dem Quadrat der Körpergröße in m) 
von 25 kg/m2 und Adipositas ab einem BMI von 30 kg/m2 vor 44. Nach dieser 
Definition waren im Jahr 2009 51 % der erwachsenen Bevölkerung (Männer 60 % 
und Frauen 43 %) in Deutschland übergewichtig; ein im Vergleich zum Jahr 1999 
(Männer 56 % und Frauen 40 %) gestiegener Anteil 45. Fettleibigkeit ist ein 
wichtiger Risikofaktor für das Auftreten von Erkrankungen mit hoher 
epidemiologischer Relevanz, wie kardiovaskuläre- und embolische Ereignisse, 
Insulinresistenz bzw. Diabetes mellitus Typ 2, Steatosis hepatis, Osteoarthrose 
und Krebserkrankungen wie beispielsweise Mamma-, Kolorektal- und 
Nierenzellkarzinom 46–51. Die wesentlichen Mechanismen die im 
Regulationssystem des Leptins zu Adipositas führen, lassen eine Analogie zum 
Diabetes mellitus Typ 1 und -2 erkennen. So führt auf der einen Seite ein Mangel 
an Hormon bei Leptin-defizienten ob/ob-Mäusen (OB mutiert) und auf der anderen 
Seite eine Resistenz des Hormons bei Leptinrezeptor-defizienten db/db-Mäusen 
(OB-R mutiert) zu einem ähnlichen Phänotyp (Abbildung 4), bei welchem eine 
Imbalance orexigener- und anorexigener Botenstoffe vorliegt. Diese ist durch 
massive Hyperphagie, Adipositas, Insulinresistenz bzw. Diabetes mellitus Typ 2 
und Infertilität gekennzeichnet ist 12. Die genannten Pathologien konnten durch 
Gabe von Leptin bei ob/ob-Mäusen 52, aber auch bei Kindern mit kongenitaler 
Leptindefizienz 53 behoben werden. Allerdings sind solche monogenetischen 
Defekte im Leptin- bzw. Leptinrezeptorgen als Ursache einer Adipositas beim 
Menschen selten 54–56. Vielmehr ist die Entstehung von Adipositas als ein 
multifaktorielles Geschehen zu verstehen, wobei die exzessive Einnahme 
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hochkalorischer Nahrung und der Mangel von physischer Aktivität die Vielzahl der 
Fälle erklärt 57,58. 
 
 
Abbildung 4: Die ob/ob-Maus (rechts), im Vergleich zu einer Maus 
ohne Mutation im OB-Gen (modifiziert nach Leibel et al. 59). 
 
Gegenüber normalgewichtigen Personen haben adipöse einen erhöhten 
Leptinspiegel und auch die zusätzliche Gabe von rekombinantem Leptin hat keine 
Veränderungen des Körpergewichts zur Folge 8,60. Diese Tatsache macht eine 
Leptinresistenz, die bezüglich des Leptinrezeptors nicht monogenetischer Natur 
ist, in der Pathogenese der Adipositas wahrscheinlich. Der noch nicht vollständig 
aufgeklärte Mechanismus dieser sogenannten Leptinresistenz ist Gegenstand der 
Forschung und es werden vielfältige Ursachen diesbezüglich diskutiert: Störungen 
der hypothalamischen Signaltransduktion 61,62, Defizite beim Transport über die 
Blut-Hirn-Schranke 13,63–66 und die fehlgeleitete Regulation des löslichen 
Rezeptors auf die biologische Aktivität des Leptins 37,67,68. So ist auffällig, dass 
Leptin bei adipösen Menschen überwiegend in freier- und bei normalgewichtigen 
in gebundener Form vorliegt oder anders ausgedrückt, die Plasmakonzentration 
an löslichem Rezeptor bei Adipösen niedriger ist als bei Normalgewichtigen 69,70. 
Dieses Verhältnis, bestehend aus niedrigem sOB-R im Plasma bei hohen 
Leptinkonzentrationen, normalisiert sich bei Gewichtsreduktion bzw. ist 
entgegengesetzt invers bei Patienten die einen Energiemangelstatus 
(z.B. Anorexia nervosa) repräsentieren. Dieses impliziert, dass die Gabe von 
rekombinantem sOB-R oder das vermehrte Shedding durch Metalloproteasen ein 
möglicher therapeutischer Angriffspunkt bei Zuständen mit pathologischer 
Energiebilanz sein könnte 34,35,38,39,71–75. 
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1.4 Die Leber als Ort der Leptinwirkung und der hepatische 
Leptinrezeptor 
Auch in der Leber, dem zentralen Organ des Metabolismus, wird der Ob-R 
exprimiert. Ferner wird, neben der langen- (OB-Rb) und den kurzen (OB-Ra, OB-
Rc) Isoformen, der lösliche Rezeptor im Lebergewebe gebildet 76. Bei einer 
Hyperleptinämie (kalorischer Überschuss) wird die Leber über eine Hochregulation 
der Oxidation von Fettsäuren und durch inhibierte Lipogenese vor Steatosis und 
Lipotoxizität geschützt 77. Hierbei spielt vermutlich die AMP-aktivierte 
Proteinkinase (AMPK), eine Art zellulärer Energiesensor der ATP-generierende 
katabole Stoffwechselwege stimuliert, eine wesentliche Rolle 78. AMPK wird in 
peripheren Geweben wie Muskel und Leber durch Leptin aktiviert, im 
Hypothalamus hingegen inaktiviert. In der Peripherie kommt es dadurch zu einer 
Unterdrückung der Acetyl-CoA-Carboxylase (ACC), was die bereits beschriebene 
Oxidation von Fettsäuren und die gehemmte Lipogenese zu Folge hat 79–85. Ein 
weiterer Mechanismus ist die Leptin-induzierte Hemmung der RNA-Transkription 
und enzymatische Aktivität der hepatische Stearoyl-CoA Desaturase-1 (SCD-1), 
welche für die Biosynthese von einfach ungesättigten Fettsäuren katalysiert 76. Bei 
Patienten mit schwerer Lipodystrophie, welche durch Leptinmangel (geringe 
Mengen an subkutanem Fettgewebe), Insulinresistenz, Hypertriglyzeridämie und 
hepatische Steatose gekennzeichnet ist, hat die Gabe von rekombinantem Leptin 
positive Effekte auf die genannten Pathologien und findet therapeutische 
Anwendung 22,23. Auch bei der Abspaltung von sOB-R scheint die Leber eine 
zentrale Rolle zu spielen. Bei adipösen Patienten mit NAFLD (Non-alcoholic fatty 
liver disease) bzw. NASH (Non-alcoholic steatohepatitis) korreliert der sOB-R 
positiv mit der Anwesenheit von Diabetes und dem Grad der Leberfibrose, was 
möglicherweise eine Progression der Lebererkrankung reflektiert und einen 
Zusammenhang von sOB-R mit Zuständen der Apoptose herstellt 86. Mäuse mit 
leberspezifischem Insulinrezeptor-Knockout (LIRKO), welche phänotypisch durch 
Hyperinsulinämie, einen abnormen Glucosemetabolismus und progressive 
Leberdysfunktion gekennzeichnet sind, haben eine 10-fach erhöhte Menge an 
Leptin- und 80-fach erhöhte Menge an löslichem Rezeptor OB-Re in der 
Zirkulation. Dabei wurde die Leber als Quelle des löslichen Rezeptors identifiziert, 
mit erhöhter Expression von OB-Ra, OB-Rb und OB-Re. Von den Autoren wird 
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weiterhin postuliert, dass die Insulin-Signalgebung der Leber wahrscheinlich eine 
Rolle in der Leptin-Homöostase spielt 87. Während die lipidvermindernden Effekte 
von Leptin in der Leber als gesichert gelten, ist dessen genaue Funktion auf die 
hepatische Glucosehomöostase und -Insulinsensitivität nur teilweise erschlossen 
und wird kontrovers diskutiert 88. So resultieren bei einer leberspezifischen 
Störung der Signaltransduktion des murinen Leptinrezeptors signifikante 
Erhöhungen der hepatischen Triacylglyceride und des Cholesterols, dagegen 
bleiben das Körpergewicht, die Plasmaglucose und Gluconeogenese davon 
unbeeinflusst. Gleichwohl zeigen adipöse oder gealterte männliche Mäuse mit 
diesem Defekt eine verbesserte Glucosetoleranz im oGTT und eine gesteigerte 
hepatische Insulinsensitivität, was möglicherweise auf eine negative Regulation 
der Insulinwirkung in der Leber durch Leptin hindeutet 89. Diese Ergebnisse stehen 
im Widerspruch zur Verbesserung der Insulinresistenz unter Leptingabe bei 
Lipodystrophiepatienten 23 oder deuten zumindest auf Leber-unabhängige 
Prozesse bzw. einen anderen Wirkmechanismus der verbesserten 
Glucosehomöostase durch Leptin hin. Bei Experimenten mit 
Schweinehepatozyten konnte kein Effekt von Leptin auf die Ketogenese, 
Gluconeogenese und Glycogensynthese gefunden werden 90,91. In den 
Hepatozyten von Nagetieren hingegen wurde gezeigt, dass Leptin die 
Glycogenolyse hemmt bzw. die Insulin-vermittelte Hemmung der Glycogenolyse 
verstärkt, ebenso die Gluconeogenese gehemmt wird, bei gleichzeitiger 
Stimulation der Glycogensynthese 40,90,92–96. In einer weiteren Arbeit wird die 
Steigerung der hepatischen Gluconeogenese postuliert 97. Die differierenden 
Reaktionen im Glucosemetabolismus der Leber könnten durch speziesspezifische 
Variationen der Signaltransduktion bedingt sein 40. Über die metabolischen Effekte 
hinaus spielt Leptin möglicherweise auch eine Rolle in der Karzinogenese des 
hepatozellulären Karzinoms 98. 
1.5 Fragestellungen 
Durch zahlreiche Publikationen ist belegt, dass Leptin und der Leptinrezeptor in 
der Physiologie des menschlichen Energiehaushaltes eine wesentliche Funktion 
einnehmen. In der gegenwärtigen Literatur gibt es allerdings keine Arbeiten die 
den Leptinrezeptor und dessen Regulation in der Kultur von primären humanen 
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Hepatozyten zum Inhalt haben (Stand: Januar 2014). Unter der Berücksichtigung 
der Leber als zentralem Stoffwechselorgan und der Beteiligung von Leptin bzw. 
dem Leptinrezeptor in der Pathogenese der Adipositas, welche wiederum 
Folgeerkrankungen wie eine hepatische Steatose nach sich ziehen kann, gilt es 
diese Lücke zu schließen. 
# Inwieweit eignen sich primäre humane Hepatozyten als Zellkulturmodell 
für die Untersuchung der Leptinrezeptor-Expression und der Abspaltung 
von löslichem Leptinrezeptor? 
Im Fokus steht hierbei erstmals die Frage der Messbarkeit von Isoformen des 
Leptinrezeptors im genannten Modellsystem und unter welchen Bedingungen 
diese möglich ist. 
# Gibt es endokrine Regulatoren welche die Rezeptormenge in primären 
humanen Hepatozyten beeinflussen? 
Dabei soll die Regulation des Rezeptors unter dem Einfluss seines eigentlichen 
Wirkhormons Leptin untersucht und zum anderen das Rezeptorverhalten unter 
dem Einfluss vorwiegend katabol-wirksamer endokriner Regulatoren 
(synthetisches Glukokortikoid Dexamethason und Glucagon) beleuchtet werden. 
# Wie ist der Rezeptor in primären humanen Hepatozyten bei Zuständen der 
Apoptose reguliert? 
In Ergänzung und Anlehnung an die Vorarbeiten der Arbeitsgruppe von 
Prof. Dr. Kratzsch und Dr. Schaab zu den lipotoxischen Effekten der freien 
Fettsäure Palmitat und des Apoptoseinduktors Staurosporin sollen dessen 
Wirkungen auf die Rezeptorregulation in primären humanen Leberzellen 
untersucht werden. Die durch Palmitat und Staurosporin induzierte Apoptose und 
Bildung von sOB-R wurde bereits durch Schaab et al. im HEK293-Zellmodell mit 
transienter Überexpression verschiedener OB-R-Isoformen nachgewiesen 72. In 
der Literatur werden Palmitat 99 und Staurosporin 100 auch in Hepatozyten als 
Induktoren der Apoptose beschrieben. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 Hepatozyten 
Die in den Versuchen verwendeten primären humanen Hepatozyten wurden von 
Prof. Dr. Gebhardt (Institut für Biochemie/Leipzig) zur Verfügung gestellt. Sie 
entstammten dem operativ anfallenden Resektionsmaterial leberchirurgischer 
Eingriffe der Charité Berlin, dem Klinikum der Ludwig-Maximilians-Universität 
München und dem Universitätsklinikum Regensburg (Bereitstellung im Rahmen 
des Virtual Liver HepatoSys-Verbundprojektes). Die Aussaat der Zellen erfolgte 
auf mit Kollagen beschichteten 6-well-Kulturplatten mit einer Zelldichte von 
106 Zellen/Kavität. Jeweils ein- bis zwei Tage postoperativ konnten die 
ausgesäten Zellen am Institut für Biochemie in Empfang genommen werden. 
Abbildung 5 zeigt exemplarisch die Zellmorphologie der gelieferten Zellen. 
 
 
Abbildung 5: Exemplarische Darstellung der Zellmorphologie der in 
den Versuchen verwendeten primären humanen Hepatozyten. 
 
In Tabelle 2 werden die anthropometrische Daten und Operationsindikationen der 
Patienten, welche als Hepatozytendonoren fungierten, dargestellt. Bei insgesamt 5 
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von 16 Spendern wurden Größe und Gewicht bzw. der daraus resultierende BMI 
durch die Operateure nicht übermittelt. 
 
Tabelle 2: Ausgewählte anthropometrische Daten und die jeweiligen Operations-
















1 m 66 # # # Lebermetastasen bei kolorektalem Karzinom 
2 w 25 # # # V.a. hepatozelluläres Karzinom 
3 m 72 174 88 29,1 Lebermetastasen bei Ileumkarzinom  
4 w 71 # # # Extrahepatisches Gallenwegskarzinom 
5 w 60 # # # Lebermetastasen bei Mammakarzinom 
6 m 71 175 82 26,8 V.a. cholangio-zelluläres Karzinom 
7 m 52 # # # Lebermetastasen bei kolorektalem Karzinom 
8 m 63 181 106 32,4 Lebermetastasen bei kolorektalem Karzinom 
9 w 57 169 63 22,1 Lebermetastasen bei kolorektalem Karzinom 
10 m 81 172 63 21,3 Lebermetastasen bei kolorektalem Karzinom 
11 m 69 168 75 26,6 Cholangiozelluläres Karzinom 
12 w 67 165 80 29,4 Lebermetastasen bei kolorektalem Karzinom 
13 m 53 174 66 21,8 Lebermetastasen bei kolorektalem Karzinom 
14 m 19 190 73 20,2 Fokale noduläre Hyperplasie 
15 w 34 170 69 23,9 Cholestase 
16 m 56 169 75 26,3 Lebermetastasen bei kolorektalem Karzinom 
n m(10) w(6) 16 11 11 11  
Median  61,5 172 75 26,3  
MW±SD  57,3±17,5 173±7 76,4±12,6 25,4±3,9  
Bereich  19-81 165-190 63-106 20,2-32,4  
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Fetales Kälberserum (FKS) 
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2.1.3 Geräte und Verbrauchsmaterialien 
ABI Prism 7900HT Sequence Detection System 
ABI Prism 384-well Optical Reaction Plate 
ABI Prism Optical Adhesive Covers 
Agaraose-Gelelektrophoresesystem 
Analysewaage MC1 Analytic AC210P 
Mikroskop Axioskop 
Mikroskop Axiovert 25 
Electrophoresis Power Supply EPS 301/601 
Eppendorf-Gefäße (1,5/2 ml) 
Eppendorf PCR-Gefäße (0,2 ml) 
Geldokumentationskammer 
Gefrierschrank -40 °C Biomedical Freezer 
Gefrierschrank -80°C Herafreeze HFU 586 
Mikrobiologische Werkbank HERA Safe 




Pipette Eppendorf Reference 
Pipette Eppendorf Reserach Pro 
Pipettenspitzen (10/100/200/1000 µl) 
Pipetusspitzen (2/5/10/25 ml) 
Thermomixer 5436 
Thermomixer Compact 
Thermocycler Gene Amp PCR System 2400 
Thermocycler Gene Amp PCR System 9700 
UV-Licht Platte TFP-20M 




























Bender & Hobein 
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Zellkulturplatten 6-well 
Zellkulturschrank HeraCell 240 
Zellkulturschrank Modell 300 
Zentrifuge 1-15 K 
Zentrifuge 2-6 E 
Zentrifuge 5415 C 
Zentrifuge 5414 D 











ABI Prism SDS Software 2.2 
AxioVision Rel. 4.5 
Excel 2007/2011 
















Das in Abbildung 6 dargestellte Fließschema gibt Überblick über den Ablauf der 
stattgefundenen Versuche. Nach erfolgter Stimulation und anschließender 
Inkubation wurden die verwendeten Hepatozyten und deren Überstände separiert. 
Durch die Quantifizierung der mRNA Expression in den lysierten Zellen konnten 
Rückschlüsse über die Regulation der langen- (OB-Rfl) und aller OB-R-Isoformen 
(OB-R) gezogen werden. Mittels Subtraktion der OB-Rfl- von der OB-R- 
Expression wurde auf die Quantität der kurzen OB-R-Isoformen (OB-R219.1; OB-
R219.2; OB-R219.3) gefolgert. In den separierten Zellüberständen wurde die 





Inkubation 24- und 48 h (37 °C; 5 % CO2) 
$   %  
 Zellen  Überstände 





"   "  
OB-R/OB-Rfl  sOB-R 
    
Abbildung 6: Schematischer Ablauf der Stimulationsexperimente 
an primären humanen Hepatozyten. 
 
Stimulation 
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2.2.2 Zellkultur 
2.2.2.1 Kultivierung und Stimulation 
Zur Kultivierung der primären humanen Hepatozyten wurde auf die am Institut für 
Biochemie bereits etablierten Techniken von Prof. Dr. Gebhardt zurückgegriffen 
101,102. Die Hepatozyten wurden in supplementiertem Williams E- Medium (1 ml je 
Kavität) bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert. Zur Herstellung des Kulturmediums 
wurden 500 ml gebrauchsfertigem Williams E Medium 5 ml Glutamin (200 mM), 
2,5 ml Penicillin/Streptomyin (50 U/ml;50 ng/ml) und 0,5 ml Dexamethason 
(0,1 µM) zugesetzt. Die in den Versuchen mitgeführten Kontrollen enthielten 
ausschließlich die genannten Substanzen. Kam es zur Verwendung von 
Lösungsmitteln (Lösung des Stimulus), wurden diese in gleicher Konzentration in 
den Kontrollen mitgeführt. Für jeden Stimulus und jede Konzentration fand die 
Inkubation jeweils über 24- und 48 h statt. Als Stimuli fanden folgende 
Chemikalien Verwendung (Angabe der molaren Massen und verwendeten 
Konzentrationen im Zellkulturmedium): 
 
Dexamethason (392,46 g/mol) 
Leptin (16000 g/mol) 
Glucagon (3482,75 g/mol) 
Leptin/Glucagon (siehe oben) 
Palmitat (278,41 g/mol) 
Staurosporin (466,53 g/mol) 
0 (Verzicht im Medium); 1; 10 µM 
5; 100 ng/ml 
0,1; 1; 10 µM 
100 ng/ml / 10 µM 
0,5; 1 mM 
1; 10 µM 
 
2.2.3 Molekularbiologische Methoden 
2.2.3.1 RNA-Isolierung, -Konzentrations- und Reinheitsbestimmung 
Nach erfolgter Stimulation wurden den Kavitäten die Überstände entnommen und 
die Zellen jeweils mit 1 ml TRIzol über 5 Minuten inkubiert. Durch mehrmaliges 
Auf- und Abpipettieren wurde eine weitere Homogenisierung der Zelllysate 
erreicht, welche im Anschluss bei -80 °C bis zur weiteren RNA-Isolierung lagerten. 
Im Folgeschritt wurden die gefrorenen Lysate bei Raumtemperatur aufgetaut und 
jeweils 200 µl Chloroform zugegeben (Inkubation über 5 min bei 
Material und Methoden 
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Raumtemperatur). Der durch Zentrifugation (20 min bei 4 °C und 12.000 x g) 
gewonnene wässrige Überstand (RNA enthalten) wurde abgenommen und in 
neue Reaktionsgefäße überführt. Durch den Zusatz von 500 µl Isopropanol kam 
es zur Ausfällung der RNA. Das Gemisch wurde daraufhin erneut bei 
Raumtemperatur über 10 Minuten inkubiert und zentrifugiert (10 min bei 4 °C und 
12.000 x g). Als Ergebnis dieses Prozesses erhält man ein am Boden des 
Reaktionsgefäßes befindliches RNA-Pellet, welches im Anschluss zweimalig mit 
Ethanol (70 % in aq. dest.) gewaschen, danach getrocknet und zum Abschluss in 
DEPC-behandeltem Wasser gelöst wurde (Inkubation über 10 min bei 55 °C). Die 
daraufhin durchgeführte spektrophotometrische Absorptionsmessung 
(NanoDrop ND-1000) bei 260- und 280 nm gab Aufschluss über Reinheit und 
Konzentration der gelösten RNA. 
 
 
Abbildung 7: Exemplarische Darstellung der 
durchgeführten Gelelektrophorese (M DNA 
Molecular Weight Marker X,13-24: RNA Proben). 
 
Um eine Aussage über den Grad einer möglichen RNA-Degradation treffen zu 
können, wurde zusätzlich eine Elektrophorese durchgeführt. Die entsprechenden 
RNA-Proben (1 µg RNA auf 10 µl DEPC-behandeltes Wasser und Zusatz von 2 µl 
Ladepuffer [50 % Glyzerin; 0,25 % Bromphenolblau und 0,25 % Xylene Cyanol in 
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TAE-Puffer]) wurden in Agarosegel (1 g Agarose auf 100 ml TAE-Puffer) bei einer 
Spannung von 90 Volt und einer Laufzeit von 45 Minuten aufgetrennt. Während 
dieser Auftrennung befand sich das Gel in TAE-Pufferlösung (50-fach Fertiglösung 
1:50 in aq. dest. verdünnt). Durch anschließendes Anfärben des Agarosegels mit 
Ethidiumbromid (Inkubation über 5 min) und Visualisierung unter ultraviolettem 
Licht (Geldokumentationskammer) konnte die isolierte RNA bezüglich ihrer 
Intaktheit beurteilt werden (Abbildung 7). Anschließende Lagerung bei -80 °C. 
2.2.3.2 Reverse Transkription 
Für die PCR-Amplifikation wurde die gewonnene RNA mittels Reverser 
Transkription in stabile cDNA umgeschrieben. Zunächst wurden jeweils 2 µg RNA 
mit DEPC-Wasser auf ein Gesamtvolumen von 10 µl aufgefüllt und mit 1 µl 
Random-Hexamer Primern (500 µg/ml) für 10 min bei 68 °C inkubiert 
(Thermocycler Gene Amp PCR System 9700). Nach Primer-Anlagerung erfolgte 
die Zugabe von 9 µl Mastermix pro Ansatz (Tabelle 3) und die Inkubation im 
Thermocycler bei 42 °C über 60 min. Um den Einfluss genomischer DNA 
abzuschätzen, wurde bei jeder durchgeführten Transkription eine Probe ohne 
Reverse Transkriptase mitgeführt. Es schloss sich eine 1:10 Verdünnung der 
synthetisierten cDNA mit TE-Puffer (10 mM Tris-HCl und 1 mM Na2EDTA in 
aq. dest.) und Lagerung bei -30 °C bis zu Weiterverwendung an. 
 
Tabelle 3: Zusammensetzung Mastermix für die Reverse 
Transkription (Menge pro Ansatz). 
Mastermix 
4 µl 5x First Strand Buffer 
2 µl DTT (0,1 M) 
1 µl dNTP (10 mM) 
1 µl RNasin (Ribonuklease-Inhibitor) 
1 µl SuperScript II (Reverse Transkriptase) 
 
2.2.3.3 Real-Time-quantitative-PCR 
Um eine Aussage über die mRNA Expression des in der Arbeit untersuchten 
Leptinrezeptors treffen zu können, wurde die Real-Time-quantitative-PCR (RT-
qPCR) genutzt. Hierbei handelt es sich um eine Kombination aus PCR und 
Material und Methoden 
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Fluoreszenz-Detektion unter Verwendung spezifischer Oligonukleotide. Das hier 
verwendete TaqMan-Prinzip ist das älteste Verfahren dieser Art 103; die 5’-
Exonuklease-Aktivität der Taq-Polymerase (zur Hydrolyse der 
fluoreszenzmarkierten Sonde) und der Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer 
(FRET) finden hierbei ihre Anwendung. Eine spezifische Sonde wird jeweils mit 
Floreszenzreporter (Anregung mit Licht einer bestimmten Wellenlänge und 
resultierende Energieabgabe in Form von Emission einer anderen Wellenlänge) 
und –quencher (Erregungsspektrum entspricht dem Emissionsspektrum des 
Reporters) markiert. Bei bestehender Intaktheit der Sonde ist die vom Reporter 
emittierte Lichtstärke gering und wird auf den Quencher übertragen. Bei jedem 
Verlängerungszyklus wird der Fluoreszenzreporter durch die Aktivität der Taq-
Polymerase von der Sonde getrennt und durch diese räumliche Entfernung findet 
keine Übertragung der Fluoreszenz zwischen Reporter und Quencher mehr statt. 
Die vom Reporter emittierte Fluoreszenz kann gemessen werden (Abbildung 8). 
Je mehr DNA durch die PCR-Synthese vorhanden ist, umso höher ist die Anzahl 
freigesetzter Reporter und damit die Signalstärke (direkte Proportionalität zu der 
am Anfang eines Zyklus bestehenden Molekülmenge). Für die Quantifizierung der 
cDNA-Menge wurde die Kinetik der PCR-Reaktion, welche in der frühen Phase 




Abbildung 8: Prinzip der RT-qPCR mittels TaqMan-
Fluoreszenz-Detektion (Handbuch Abi Prism 7900 HT 
Sequence Detection System). 
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Durch parallele Amplifikation von linearisierten Plasmidstandards mit bekannter 
Kopienzahl war es möglich eine Standardkurve zu erstellen. Aus den ermittelten 
Ct-Werten dieser Kurve konnte die cDNA-Menge der jeweiligen Probe berechnet 
werden. Bei dieser, für die Bestimmung von OB-R; OB-Rfl und β-Aktin am 
hiesigen Institut entwickelten Methode 104, kamen bereits etablierte Primer und 
Sonden (Tabelle 4) bzw. Plasmidstandards zum Einsatz. 
 
Tabelle 4: Primer und Sonden (MWG Biotech), am 5’-Ende mit FAM und am 3’-Ende mit 
TAMRA als Reporter- bzw. Quencherfarbstoff markiert, für die Durchführung der RT-
qPCR von Ob-R, Ob-Rfl und β-Aktin. 
cDNA Assay Sequenz 
OB-R 
Forward Primer 5’-AAG AGG CTA GAT GGA CTG GGA TAT T-3’ 
Reverse Primer 5’-ATT CTC CAA AAT TCA GGT CCT CTC A-3’ 
Sonde 5’-CCA GCC TAC ACA CAG TTG TCA TGG ATA TAA AAG TTC CT-3’ 
OB-Rfl 
Forward Primer 5’-GTT CCT GGG CAC AAG GAC TTA-3’ 
Reverse Primer 5’-ACA GTT GTT GGC ATC ATC TCA TC-3’ 
Sonde 5’-TGG TCC TCT TCT TTT GGA GCC TGA AAC AAT TT-3’ 
β-Aktin 
Forward Primer 5’-CCT GGC ACC CAG CAC AAT-3’ 
Reverse Primer 5’-GCC GAT CCA CAC GGA GTA CTT-3’ 
Sonde 5’-ATC AAG ATC ATT GCT CCT CCT GAG CGC A-3’ 
 
Bei den Ziel-cDNA-spezifischen und linearisierten Plasmidstandards zur 
Herstellung einer Verdünnungsreihe handelte es sich um am Institut bereits 
verfügbare Standards für deren Herstellung der Vektor pcDNA3.1 genutzt wurde. 
Zur Durchführung der RT-qPCR wurden für jede Probe zunächst 2,5 µl der aus 
der Reversen Transkription stammenden cDNA in den Kavitäten einer 384-well-
Platte vorgelegt. Im Anschluss erfolgte die Zugabe von jeweils 10 µl Mastermix 
pro Kavität (Tabelle 5). Für jede Probe wurde eine Dreifachbestimmung 
durchgeführt und als Negativkontrollen dienten Ansätze mit aq. dest.. Nach 
Versiegelung der Platte und kurzer Zentrifugation bei Raumtemperatur schloss 
sich die TaqMan-Fluoreszenz-Detektion im Thermocycler (ABI Prism 7900HT 
Sequence Detection System) an. 
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Tabelle 5: Zusammensetzung Mastermix für die TaqMan-
Fluoreszenz-Detektion (Menge pro Ansatz); Primer und Sonden 
entsprechen denen aus Tabelle 4. 
Mastermix 
4,5625 µl (β-Aktin-Assay: 3,8125 µl) LiChrosolv Wasser 
2,5 µl MgCl2 (25 mM) 
1,25 µl 10x PCR Buffer 
1 µl dNTP (10 mM) 
0,1875 µl (β-Aktin-Assay: 0,5625 µl) Forward Primer (20 µM)  
0,1875 µl (β-Aktin-Assay: 0,5625 µl) Reverse Primer (20 µM) 
0,25 µl Sonde (10 µM) 
0,0625 µl AmpliTaq Gold (Polymerase) 
 
Für die Durchführung der PCR wurden folgende Parameter gewählt: 2 min bei 
50 °C; 10 min bei 95 °C und 40 Zyklen mit 15 s bei 95 °C und 1 min bei 60 °C. Die 
Auswertung wurde unter Nutzung der Software des Thermocyclers 
(ABI Prism SDS Software 2.2) vorgenommen. Hierbei wurden die Ct-Werte der 
einzelnen Kavitäten softwaregestützt auf die mitgeführte Standard-
Plasmidverdünnungsreihe (108- bis 102 Kopien) normiert um die Absolutwerte der 
cDNA bzw. Ziel-mRNA zu bestimmen. Damit mögliche Schwankungen der Proben 
(hervorgerufen durch unterschiedliche Effizienz der Reversen Transkription, 
Ungenauigkeiten bei der RNA-Konzentrationsbestimmung) ausgeglichen werden 
konnten, wurden diese auf das Housekeeping-Gen β-Aktin (x106) bezogen. 
2.2.4 Proteinbiochemische Methoden 
2.2.4.1 ELISA 
Zur Bestimmung der sOB-R Menge wurden die den Kavitäten entnommenen 
Überstände (1 ml) zunächst zentrifugiert (10 min bei 4 °C und 18.000 x g), im 
Anschluss 0,9 ml Überstand abpipettiert und mit 0,1 ml FKS vermengt. 
Anschließende Lagerung bei -30 °C bis zur Weiterverwendung. Nach 5-facher 
Aufkonzentrierung erfolgte die weitere Quantifizierung mit Hilfe eines kommerziell 
verfügbaren ELISA-Kits (Human Leptin R Quantikine ELISA Kit/R&D Systems) 
durch Frau Drechsler und Frau Wagner vom Institut für Laboratoriumsmedizin, 
Klinische Chemie und Molekulare Diagnostik, in Leipzig. Der Nachweisbereich für 
dieses Verfahren beträgt 0,312-20 ng/ml mit einer Sensitivität von 0,128 ng/ml. 
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2.2.5 Statistische Auswertung 
Die gemessenen Daten wurden mit Hilfe der Statistiksoftware Prism 6 
(GraphPad Software) analysiert. Sofern nicht anders gekennzeichnet, erfolgte bei 
den Stimulationsexperimenten die Berechnung und Auswertung von Relativwerten 
(Probe mit Stimulus bezogen auf mitgeführte Kontrolle ohne Stimulus). Die 
Prüfung auf Normalverteilung erfolgte mit dem D’Agostino-Pearson-Test. Um die 
statistische Signifikanz der ungepaarten Datensätze zu verifizieren, wurden diese 
bei parametrischer Verteilung durch einfache ANOVA (Folgetest nach Dunett) und 
bei nichtparametrischer Verteilung mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Test (Folgetest 
nach Dunn) geprüft. War die Verwendung von Einzeltests notwendig, wurden der 
ungepaarte t-Test (parametrisch) bzw. Mann-Whitney-Test (nichtparametrisch) 
genutzt. 
 









3.1 Der Leptinrezeptor im Zellkulturmodell von primären 
humanen Hepatozyten 
Um eine Aussage über die Eignung primärer humaner Hepatozyten als Modell für 
Untersuchungen der Leptinrezeptor-Expression und Abspaltung von löslichem 
Leptinrezeptor zu treffen, wurden jeweils die Basalwerte (Werte entsprechen den 
mitgeführten Kontrollen der Stimulationsversuche) bestimmt. Die Messungen 
erfolgten jeweils 24- und 48 h nach Ankunft der Zellen bzw. dem Mediumwechsel. 
Hierbei zeigt sich, dass sowohl der membrangebundene- (Tabelle 6), als auch der 
lösliche Rezeptor (Tabelle 7) von primären humanen Hepatozyten gebildet werden 
und mit den eingesetzten Methoden messbar sind. Die Messergebnisse für die 
Gesamtheit aller Isoformen (OB-R) und der langen Isoform (OB-Rfl) werden als 
Kopienzahlen bezogen auf β-Aktin x106 präsentiert. 
 
Tabelle 6: Basale OB-R/OB-Rfl mRNA Expression in primären humanen Hepatozyten, 
Kopienzahl bezogen auf β-Aktin x106. 
Zeit nach 
Mediumwechsel 24 h 48 h 
Rezeptorisform OB-R OB-Rfl OB-R OB-Rfl 
n 16 16 16 16 
Median 10486 482 23555 1441 
MW±SD 26462,5±36514,7 1448,4±2166,3 34227,9±26498,4 1847,2±1283,4 
Bereich 2503-134163 104-8531 6032-99510 241-5267 
 
Bei den in Tabelle 6 dargestellten Kopienzahlen der Expression fällt auf, dass die 
gemessenen Isoformen (OB-R, OB-Rfl) zu beiden Zeitpunkten der Messung (nach 
Mediumwechsel) hohen interindividuellen Schwankungen unterworfen sind. 
Betrachtet man den Unterschied zwischen der Gesamtexpression (OB-R) und der 
alleinigen Expression der langen Isoform (OB-Rfl), so wird deutlich, dass OB-Rfl 
nach 24- und 48 h einen konstanten Anteil von ca. 6 % an der Gesamtexpression 
hat (Abbildung 9). Daraus geht hervor, dass die kurzen OB-R-Isoformen (OB-
R219.1; OB-R219.2; OB-R219.3) den größeren Anteil an der Rezeptorexpression 
in primären humanen Hepatozyten einnehmen. Auch bei Messung der basalen 
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Menge an sOB-R im Überstand (Tabelle 7) sind interindividuelle Unterschiede zu 
erkennen, wenngleich diese geringer ausgeprägt sind als bei der Genexpression. 
 
 
Abbildung 9: Basale OB-R/OB-Rfl mRNA Expression in primären humanen 
Hepatozyten, Kopienzahl bezogen auf β-Aktin x106. Prozentangaben beschreiben den 
Anteil an OB-Rfl and der Gesamtexpression aller OB-R-Isoformen. 24- und 48 h nach 
Mediumwechsel. Ergebnisse als Mittelwerte mit Standardabweichungen. 
 
Trotz dieser Unterschiede ist eine Tendenz zur erhöhten Menge an sOB-R nach 
48 h im Vergleich zu 24 h erkennbar (Abbildung 10). Der Bereich des sOB-R von 
0,30-1,34 ng/ml bei 24 h (Tabelle 7) zeigt, dass sich die Messungen zum Teil an 
der unteren Nachweisgrenze des Assays von 0,312 ng/ml bewegen. 
 
Tabelle 7: Basale sOB-R Menge im 
Überstand primärer humaner 




24 h 48 h 
n 11 11 
Median 0,62 0,92 
MW±SD 0,71±0,34 1,13±0,44 
Bereich 0,30-1,34 0,66-2,20 
 
 
Abbildung 10: Basale sOB-R Menge 
im Überstand primärer humaner 
Hepatozyten, in ng/ml. 24- und 48 h 
nach Mediumwechsel. Ergebnisse 
als Mittelwerte mit Standard-
abweichungen (n=11). 
24 h                                                   48 h
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Die abweichende Anzahl der Messungen zwischen sOB-R (n=11) und OB-R/OB-
Rfl (n=16) liegt darin begründet, dass 5 Messungen des löslichen Rezeptors von 
der Auswertung ausgeschlossen wurden. Der Ausschluss erfolgte unter folgenden 
Kriterien: Messwerte die sich deutlich außerhalb der Nachweisgrenzen des 
Assays (0,312-20 ng/ml) befanden bzw. deren Mehrfachbestimmung 
uneinheitliche Ergebnisse lieferte (Abweichungen vom errechneten 
Mittelwert ≥30 %), wurden nicht in die abschließende Beurteilung einbezogen. 
3.2 Der Leptinrezeptor unter dem Einfluss endokriner 
Regulatoren in primären humanen Hepatozyten 
In den nachfolgenden Tabellen und Abbildungen werden alle Werte als 
Relativwerte (im Vergleich zur mitgeführten Kontrolle ohne Stimulus, separat für 
24- und 48 h) präsentiert. Die teilweise abweichende Anzahl der Messungen 
zwischen OB-R/OB-Rfl und sOB-R liegt im Ausschluss einiger Messwerte für den 
sOB-R begründet, welcher nach den bereits in 3.1 erwähnten Kriterien erfolgt ist. 
3.2.1 Dexamethason 
Um das Rezeptorverhalten unter dem synthetischen Glukokortikoid 
Dexamethason zu bestimmen, wurden die Hepatozyten mit unterschiedlichen 
Konzentrationen dieser Substanz inkubiert. Bei der Konzentration von 0 µM wurde 
auf die im Grund- bzw. Kontrollmedium vorhandene Menge an Dexamethason 
(0,1 µM) zur Verbesserung der globalen Hepatozytenreaktivität 101,102 verzichtet, 
um zu untersuchen, welchen Einfluss diese geringe Menge an Dexamethason auf 
den Rezeptor hat. Die in Tabelle 8 und Tabelle 9 dargestellten Expressionswerte 
von OB-R und OB-Rfl zeigen, mit Ausnahme der Werte von 0 µM bei 48 h, keine 
signifikanten Veränderungen oder Tendenzen bei den aufgeführten 
Konzentrationen bzw. dem Entzug (0 µM) des Stimulus (verglichen mit der 
Kontrolle [0,1 µM Dexamethason]). Bei komplettem Verzicht von Dexamethason 
im Kulturmedium zeigen beide Messwerten (OB-R und OB-Rfl) nach 48 h eine 
Tendenz zu geringerer Expression, die sich an der Schwelle des 




Tabelle 8: Relative OB-R mRNA Expression in primären humanen Hepatozyten unter 
Stimulation mit Dexamethason, bezogen auf Kontrolle. Bei 0 µM Verzicht auf die im 
Grundmedium übliche Menge an Dexamethason (0,1 µM). 
 Dexamethason 
Inkubation 24 h 48 h 



















n n 3 6 3 3 6 3 
Median 0,71 1,05 1,15 0,34 1,04 0,95 
MW±SD 0,85±0,27 1,03±0,34 1,57±0,79 0,33±0,03 1,04±0,30 1,08±0,35 
















Die relative Menge an sOB-R konnte aufgrund der bereits eingangs erwähnten 
und in 3.1 aufgeführten Ausschlusskriterien nur für eine Konzentration von 1 µM 
und eine Anzahl der Messungen von n=4 verlässlich bestimmt werden (Tabelle 
10). 
 
Tabelle 9: Relative OB-Rfl mRNA Expression in primären humanen Hepatozyten unter 
Stimulation mit Dexamethason, bezogen auf Kontrolle. Bei 0 µM Verzicht auf die im 
Grundmedium übliche Menge an Dexamethason (0,1 µM). 
 Dexamethason 
Inkubation 24 h 48 h 



















n n 3 6 3 3 6 3 
Median 0,62 1,06 1,06 0,33 1,32 0,79 
MW±SD 0,92±0,68 1,00±0,30 1,12±0,24 0,34±0,06 1,16±0,38 1,03±0,44 
















Auch beim löslichen Rezeptor, dem sOB-R, zeigen sich bei den Relativwerten zu 





Tabelle 10: Relative sOB-R Menge im Überstand primärer 
humaner Hepatozyten unter Stimulation mit Dexamethason, 
bezogen auf Kontrolle.  
 Dexamethason 
Inkubation 24 h 48 h 














n 4 4 
Median 1,21 1,14 
MW±SD 1,09±0,35 1,13±0,40 









Zur Charakterisierung der Rezeptorregulation unter der Stimulation mit seinem 
Liganden Leptin wurden die Hepatozyten jeweils mit einer Konzentration von 5- 
und 100 ng/ml über den Zeitraum von 24- und 48 h inkubiert. 
 
Tabelle 11: Relative OB-R mRNA Expression in primären humanen Hepatozyten 
unter Stimulation mit Leptin, bezogen auf Kontrolle. 
 Leptin 
Inkubation 24 h 48 h 



















n n 6 10 5 9 
Median 1,09 1,08 0,99 1,08 
MW±SD 1,09±0,59 1,01±0,35 1,00±0,28 1,12±0,12 












Auf der Ebene der Genexpression zeigt sich dabei zu keinem Zeitpunkt der 
Inkubation und keiner Konzentration eine statistisch signifikante Veränderung der 
membranständigen Isformen OB-R und OB-Rfl im Vergleich zur mitgeführten 




Tabelle 12: Relative OB-Rfl mRNA Expression in primären humanen Hepatozyten 
unter Stimulation mit Leptin, bezogen auf Kontrolle. 
 Leptin 
Inkubation 24 h 48 h 



















n n 6 10 5 9 
Median 1,30 0,91 0,90 1,01 
MW±SD 1,58±1,03 1,03±0,37 1,01±0,20 1,09±0,23 












Eine Hoch- oder Herunterregulation unter Leptinstimulation lässt sich auch bei den 
Messungen des löslichen Rezeptors in den Überständen nicht beobachten. Es 
sind keine statistischen Signifikanzen bzw. abweichende Tendenzen für die 
gewählten Konzentrationen und Inkubationszeiträume, im Vergleich zur 
mitgeführten Kontrolle, nachweisbar (Tabelle 13). 
 
Tabelle 13: Relative sOB-R Menge im Überstand primärer humaner Hepatozyten 
unter Stimulation mit Leptin, bezogen auf Kontrolle. 
 Leptin 
Inkubation 24 h 48 h 














n 6 8 6 8 
Median 1,00 0,90 0,88 0,91 
MW±SD 1,26±0,84 0,92±0,15 0,87±0,18 0,92±0,33 













Für die Stimulation mit dem Proteohormon Glucagon wurden drei unterschiedliche 




Tabelle 14: Relative OB-R mRNA Expression in primären humanen Hepatozyten unter 
Stimulation mit Glucagon, bezogen auf Kontrolle (*** p<0,001). 
 Glucagon 
Inkubation 24 h 48 h 



















n n 8 8 12 8 8 12 
Median 1,84 2,37 3,29 1,47 2,54 3,23 
MW±SD 2,15±0,71 2,55±0,60 3,64±1,91 1,53±0,36 3,27±2,09 4,55±2,96 
















Die in Tabelle 14 dargestellten- und in Abbildung 11 grafisch aufgearbeiteten 
Werte für OB-R zeigen, dass es insbesondere bei Konzentrationen von 1- und 
10 µM zu einer, im Vergleich zu den Kontrollen, statistisch hochsignifikanten 
(*** p<0,001) Zunahme der Genexpression aller Isoformen kommt. Auch bei einer 
Konzentration von 0,1 µM lässt sich die Tendenz dieser Hochregulation erkennen, 
welche bei angegebener Anzahl der Messungen von n=8 aber nicht signifikant ist. 
Das Rezeptorverhalten nach 24 h Inkubation ist dem nach 48 h ähnlich. 
 
 
Abbildung 11: Relative OB-R mRNA Expression in primären humanen Hepatozyten 
unter Stimulation mit Glucagon, bezogen auf Kontrolle. Inkubation: 24- und 48 h. 
Ergebnisse als Mittelwerte mit Standardabweichungen (n≥8; *** p<0,001). 
 
Mit steigender Konzentration des Stimulus nimmt auch die Streuung der Werte, 
insbesondere nach 48 h Inkubation, zu. 
24 h                                                  48 h













































Tabelle 15: Relative OB-Rfl mRNA Expression in primären humanen Hepatozyten unter 
Stimulation mit Glucagon, bezogen auf Kontrolle (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). 
 Glucagon 
Inkubation 24 h 48 h 



















n n 8 8 12 8 8 12 
Median 1,70 2,28 3,23 1,33 2,05 2,47 
MW±SD 1,89±0,81 3,02±1,66 3,80±1,96 1,33±0,16 2,68±2,45 3,32±1,99 
















Das Verhalten der langen OB-R-Isoform unter Stimulation mit Glucagon (Tabelle 
15; Abbildung 12) ist weitestgehend analog dem Verhalten von OB-R mit selbigem 
Stimulus. Auch bei der langen Isoform OB-Rfl sind signifikante Steigerungen der 
Genexpression bei Konzentrationen von 1- und 10 µM Glucagon, Tendenzen der 
Hochregulation bei 0,1 µM und eine Zunahme der Streuung bei hohen 
Konzentrationen zu verzeichnen. 
 
 
Abbildung 12: Relative OB-Rfl mRNA Expression in primären humanen Hepatozyten 
unter Stimulation mit Glucagon, bezogen auf Kontrolle. Inkubation: 24- und 48 h. 
Ergebnisse als Mittelwerte mit Standardabweichungen (n≥8; * p<0,05; ** p<0,01; 
*** p<0,001). 
 
Bei Betrachtung der Messergebnisse des löslichen Leptinrezeptors unter dem 
Einfluss Glucagon (Tabelle 16; Abbildung 13) besteht die Notwenigkeit zwischen 
24 h                                                  48 h











































den Inkubationszeiten von 24- und 48 h zu differenzieren. Bei einer 
Inkubationszeit von 24 h sind keine wesentlichen Veränderungen der Menge an 
sOB-R im Überstand erkennbar. 
 
Tabelle 16: Relative sOB-R Menge im Überstand primärer humaner Hepatozyten unter 
Stimulation mit Glucagon, bezogen auf Kontrolle (* p<0,05). 
 Glucagon 
Inkubation 24 h 48 h 














n 8 9 9 8 9 9 
Median 1,10 1,03 1,05 1,21 1,25 1,39 
MW±SD 1,12±0,12 0,96±0,35 1,21±0,58 1,15±0,22 1,26±0,50 1,59±0,74 
















Nach 48-stündiger Inkubation kommt es ab einer Konzentration von 1 µM 
Glucagon zu einer tendenziellen Zunahme der Menge an sOB im Überstand. 
Diese Steigerung ist insgesamt geringer als bei der Rezeptorexpression, aber 
ebenfalls signifikant bei einer Konzentration von 10 µM. Wie bei den 
membrangebundenen Isoformen lässt sich auch hier eine Zunahme der Streuung 
bei höheren Konzentrationen des Stimulus beobachten. 
 
 
Abbildung 13: Relative sOB-R Menge im Überstand primärer humaner Hepatozyten 
unter Stimulation mit Glucagon, bezogen auf Kontrolle. Inkubation: 24- und 48 h. 
Ergebnisse als Mittelwerte mit Standardabweichungen (n≥8; * p<0,05). 
 
24 h                                                  48 h
































3.2.4 Leptin und Glucagon 
Zur Verifizierung möglicher postiver- bzw. negativer Synergieeffekte erfolgte die 
simultane Inkubation mit Leptin und Glucagon. Denkbar ist hierbei, dass Leptin die 
bereits gemessene Hochregulation des Rezeptors unter Glucagon verstärkt oder 
vermindert. Dabei wurden Konzentrationen von 100 ng/ml für Leptin und 10 µM für 
Glucagon gewählt, um die Ergebnisse mit den Werten der Einzelstimulationen für 
Leptin (3.2.2) und Glucagon (3.2.3) zu vergleichen. Bei Betrachtung der 
Genexpression für OB-R (Tabelle 17) und OB-Rfl (Tabelle 18) ist, bei einer Anzahl 
der Messungen von n=3 für die simultane Stimulation, kein Unterschied zwischen 
der alleinigen Stimulation mit Glucagon und der Doppelstimulation erkennbar. Es 
besteht keine Signifikanz bezüglich einer Abweichung der genannten Einzel- von 
der Doppelstimulation. Bei der simultanen Inkubation gleicht die Regulation des 
Rezeptors der bei alleiniger Stimulation mit 10 µM Glucagon. 
 
Tabelle 17: Relative OB-R mRNA Expression in primären humanen Hepatozyten unter 
Stimulation mit Leptin und Glucagon, bezogen auf Kontrolle, zusätzliche Signifikanz 
bezogen auf den Unterschied zwischen Einfach- und Doppelstimulation (** p<0,01; 
*** p<0,001). 
 Leptin + Glucagon 
Inkubation 24 h 48 h 
Konzentration Leptin 100 ng/ml  Leptin 100 ng/ml  




















n 10 3 12 9 3 12 
Median 1,08 3,18 3,29 1,08 5,26 3,23 
MW±SD 1,01±0,35 2,70±0,90 3,64±1,91 1,12±0,12 5,00±2,55 4,55±2,96 

































Bei einer Konzentration von 100 ng/ml hat Leptin auch hier, wie bei der 




Tabelle 18: Relative OB-Rfl mRNA Expression in primären humanen Hepatozyten unter 
Stimulation mit Leptin und Glucagon, bezogen auf Kontrolle, zusätzliche Signifikanz 
bezogen auf den Unterschied zwischen Einfach- und Doppelstimulation (* p<0,05; 
** p<0,01; *** p<0,001). 
 Leptin + Glucagon 
Inkubation 24 h 48 h 
Konzentration Leptin 100 ng/ml  Leptin 100 ng/ml  




















n 10 3 12 9 3 12 
Median 0,91 2,85 3,23 1,01 3,03 2,47 
MW±SD 1,03±0,37 2,67±0,57 3,80±1,96 1,09±0,23 4,35±3,67 3,32±1,99 























Insgesamt bestätigt dieses Ergebnis den Effekt der Hochregulation von OB-R und 
OB-Rfl unter Stimulation mit Glucagon auch bei einer kleineren Anzahl der 
Messungen von n=3; synergistische Effekte durch Leptin sind bei den 
verwendeten Konzentrationen nicht nachweisbar. 
 
Tabelle 19: Relative sOB-R Menge im Überstand primärer humaner Hepatozyten unter 
Stimulation mit Leptin und Glucagon, bezogen auf Kontrolle, zusätzliche Signifikanz 
bezogen auf den Unterschied zwischen Einfach- und Doppelstimulation (* p<0,05). 
 Leptin + Glucagon 
Inkubation 24 h 48 h 
Konzentration Leptin 100 ng/ml  Leptin 100 ng/ml  














n 8 2 9 8 2 9 
Median 0,90 1,24 1,05 0,91 1,08 1,39 
MW±SD 0,92±0,15 1,59±0,76 1,21±0,58 0,92±0,33 1,08±0,02 1,59±0,74 
















> 0,1  
ns 
> 0,1  






Die in Tabelle 19 dargestellten Werte für den löslichen Rezeptor korrespondieren 
zu den Ergebnissen der Genexpression, bei welcher ebenfalls unter simultaner 
Inkubation die Regulation des Rezeptors der alleinigen Stimulation mit 10 µM 
Glucagon gleicht (bei kleinerer Anzahl n und ohne Synergieeffekte durch Leptin). 
3.3 Der Leptinrezeptor bei Zuständen der Apoptose in primären 
humanen Hepatozyten 
In den nachfolgenden Tabellen und Abbildungen werden alle Werte als 
Relativwerte (im Vergleich zur mitgeführten Kontrolle ohne Stimulus, separat für 
24- und 48 h) präsentiert. Die teilweise abweichende Anzahl der Messungen 
zwischen OB-R/OB-Rfl und sOB-R liegt im Ausschluss einiger Messwerte für den 
sOB-R begründet, welcher nach den bereits in 3.1 erwähnten Kriterien erfolgt ist. 
3.3.1 Palmitat 
Bei der Stimulation mit der gesättigten Fettsäure Palmitinsäure bzw. Palmitat 
wurden Konzentrationen von 0,5- und 1 mM zur Stimulation gewählt. Tabelle 20 
und die dazugehörige grafische Darstellung in Abbildung 14 veranschaulichen die 
Ergebnisse für OB-R und Tabelle 21 (Abbildung 15) für OB-Rfl. 
 
Tabelle 20: Relative OB-R mRNA Expression in primären humanen 
Hepatozyten unter Stimulation mit Palmitat, bezogen auf Kontrolle. 
 Palmitat 
Inkubation 24 h 48 h 



















n n 4 4 4 4 
Median 1,63 1,90 1,76 2,37 
MW±SD 1,63±0,69 2,09±1,35 1,75±0,71 2,28±1,20 












Bei keiner der beiden gemessenen Isoformen konnte ein statistisch signifikanter 
Unterschied im Vergleich zur Kontrolle gefunden werden (bei einer Anzahl der 





Abbildung 14: Relative OB-R mRNA Expression in primären humanen Hepatozyten 
unter Stimulation mit Palmitat, bezogen auf Kontrolle. Inkubation: 24- und 48 h. 
Ergebnisse als Mittelwerte mit Standardabweichungen (n≥4). 
 
Dennoch besteht, was insbesondere die Abbildung 14 und Abbildung 15 sehr 
anschaulich darlegen, eine Tendenz zur Hochregulation der Genexpression bei 
steigenden Konzentrationen von Palmitat. Auch hier nimmt, ähnlich wie bei der 
Stimulation mit Glucagon, die Streuung der Ergebnisse mit höherer Menge an 
Stimulus im Zellkulturmedium zu. 
 
Tabelle 21: Relative OB-Rfl mRNA Expression in primären humanen 
Hepatozyten unter Stimulation mit Palmitat, bezogen auf Kontrolle. 
 Palmitat 
Inkubation 24 h 48 h 



















n n 4 4 4 4 
Median 1,21 1,71 1,49 1,44 
MW±SD 1,19±0,29 1,97±1,34 1,76±0,89 1,93±1,37 












Diese Tendenz der Hochregulation unter Stimulation mit Palmitat ist unabhängig 
von der gemessenen membranständigen Isoform zu beobachten, wenngleich 
dieser Effekt bei der langen Isoform OB-Rfl in Abhängigkeit von der Konzentration 
und Inkubationszeit insgesamt schwächer ausgeprägt ist. 
24 h                                                  48 h










































Abbildung 15: Relative OB-R mRNA Expression in primären humanen Hepatozyten 
unter Stimulation mit Palmitat, bezogen auf Kontrolle. Inkubation: 24- und 48 h. 
Ergebnisse als Mittelwerte mit Standardabweichungen (n≥4). 
 
Die Werte des löslichen Rezeptors im Überstand der Hepatozyten unter 
Stimulation mit Plamitat (Tabelle 22) lassen, zu keinem Zeitpunkt und keiner 
Konzentration, eine Verminderung oder Erhöhung der Menge erkennen die 
statistisch signifikant ist oder einer Tendenz folgt. 
 
Tabelle 22: Relative sOB-R Menge im Überstand primärer humaner 
Hepatozyten unter Stimulation mit Palmitat, bezogen auf Kontrolle. 
 Palmitat 
Inkubation 24 h 48 h 














n 3 3 3 3 
Median 1,24 1,44 1,04 0,78 




















Zur Analyse, welchen Einfluss Staurosporin auf die Expression bzw. Abspaltung 
des Leptinrezeptors von Hepatozyten hat, wurden diese über 24- und 48 h mit 
24 h                                                  48 h









































einer Konzentration von 1 µM Staurosporin inkubiert. Dabei zeigt sich beim OB-R 
nach 24 h ein, im Vergleich zur mitgeführten Kontrolle, moderater Anstieg der 
Genexpression (Tabelle 23; Abbildung 16). Nach einem Inkubationszeitraum von 
48 h weist die Genexpression eine massive Erhöhung auf (Mittelwert der relativen 
Erhöhung: 15,47). Die Werte dieser Erhöhung unterliegen einer hohen Streubreite. 
 
Tabelle 23: Relative OB-R mRNA Expression in primären 
humanen Hepatozyten unter Stimulation mit Staurosporin, 
bezogen auf Kontrolle (* p<0,05). 
 Staurosporin 
Inkubation 24 h 48 h 



















n n 3 3 
Median 1,78 15,47 
MW±SD 2,76±2,00 16,05±10,23 








Diese Hochregulation aller Isoformen des Rezeptors nach 48-stündiger Inkubation 
ist bei einer Anzahl der Messungen von n=3 statistisch signifikant (* p<0,05). 
 
 
Abbildung 16: Relative OB-R mRNA Expression in primären humanen Hepatozyten 
unter Stimulation mit Staurosporin, bezogen auf Kontrolle. Inkubation: 24- und 48 h. 
Ergebnisse als Mittelwerte mit Standardabweichungen (n≥3; * p<0,05). 
 
24 h                                                  48 h












































Die Messwerte der parallelen Bestimmung von OB-Rfl bei Inkubation mit 
Staurosporin (Tabelle 24; Abbildung 17) gleichen den Ergebnissen der OB-R-
Messung mit selbigem Stimulus. 
 
Tabelle 24: Relative OB-Rfl mRNA Expression in primären 
humanen Hepatozyten unter Stimulation mit Staurosporin, 
bezogen auf Kontrolle (* p<0,05). 
 Staurosporin 
Inkubation 24 h 48 h 



















n n 3 3 
Median 3,14 15,38 
MW±SD 3,12±1,42 18,29±15,52 








Auch hier ist ein moderater Anstieg nach 24-stündiger Inkubation und eine 
massive und statistisch signifikante Erhöhung (* p<0,05) der langen Isoform des 
Rezeptors mit hoher Streubreite nach 48 h messbar. 
 
 
Abbildung 17: Relative OB-Rfl mRNA Expression in primären humanen Hepatozyten 
unter Stimulation mit Staurosporin, bezogen auf Kontrolle. Inkubation: 24- und 48 h. 
Ergebnisse als Mittelwerte mit Standardabweichungen (n≥2; * p<0,05). 
 
Die Messung für den löslichen Rezeptor im Überstand erfolgte nach 48 h (Tabelle 
25). Dabei zeigt sich eine Steigerung die über die doppelte Menge der im 
24 h                                                  48 h














































Vergleich zu Kontrolle vorhandenen Menge an sOB-R hinausgeht (Abbildung 18). 
Bei einem Anzahl der Messungen von n=2 und geringer Streuung ist diese 
Erhöhung statistisch signifikant (* p<0,05). 
 
 
Tabelle 25: Relative sOB-R Menge 
im Überstand primärer humaner 
Hepatozyten unter Stimulation mit 
Staurosporin, bezogen auf 
Kontrolle (* p<0,05). 
 Staurosporin 
Inkubation 48 h 
























Abbildung 18: Relative sOB-R Menge 
im Überstand primärer humaner 
Hepatozyten unter Stimulation mit 
Glucagon, bezogen auf Kontrolle. 
Inkubation: 24- und 48 h. Ergebnisse 
als Mittelwerte mit Standard-





































4.1 Der Leptinrezeptor im Zellkulturmodell von primären 
humanen Hepatozyten 
4.1.1 Zusammenfassung der Ergebnisse 
• OB-R und OB-Rfl werden in primären humanen Hepatozyten exprimiert und 
sind mit den in 2.2 beschriebenen Methoden messbar. 
• OB-Rfl hat einen Anteil von ca. 6 % an der Gesamtexpression des OB-R. 
• OB-R, OB-Rfl und sOB-R sind hohen interindividuellen Schwankungen 
unterworfen. 
• Der lösliche Rezeptor ist im Überstand nachweisbar und zeigt eine 
Mengenzunahme nach 48 h im Vergleich zu 24 h. 
• Die Messwerte des sOB-R bewegen sich zum Teil an der unteren 
Nachweisgrenze des Assays und wurden von der abschließenden 
Beurteilung ausgeschlossen wenn sich deren Werte deutlich außerhalb der 
Nachweisgrenzen des Assays (0,312-20 ng/ml) befanden bzw. deren 
Mehrfachbestimmung uneinheitliche Ergebnisse lieferte. 
4.1.2 Diskussion und Ausblick 
Analog zur murinen Leber 76 konnte gezeigt werden, dass auch in der humanen 
Leber der membranständige Leptinrezeptor (OB-R; OB-Rfl) exprimiert- und der 
lösliche Rezeptor (sOB-R) produziert werden. Mit den in dieser Arbeit 
angewendeten- (2.2.2) und bereits beschrieben Techniken der primären 
Hepatozytenkultivierung 101,102 ist es, unter Verwendung der aufgeführten 
molekularbiologischen- (2.2.3) und proteinbiochemischen Methoden (2.2.4) 
möglich, Untersuchungen zu den Isoformen des Leptinrezeptors durchzuführen. 
Das Modellsytem der primären humanen Hepatozyten ist dementsprechend 
geeignet. Die in der Leber vorgefundene quantitative Dominanz der kurzen 
Isoformen, verglichen mit OB-Rfl, ist konform zu bisherigen Publikationen die 
ebenfalls einen Überschuss dieser Isoformen in peripheren Organen postulieren. 
Neben der Hypothalamusregion wurden bisher nur folgende Gewebe identifiziert 
in denen die Expression der langen Isoform einen Anteil von mehr als 5 % an der 
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Gesamtexpression des OB-R hat: restliches Hirngewebe, Nebennieren, 
Fettgewebe, Herz, Lymphknoten, Lunge und Milz 32,33,40. Die hohen 
interindividuellen Schwankungen zwischen den Basalwerten von OB-R, OB-Rfl 
und sOB-R deuten auf die Heterogenität der Spender hin, die sich in ihren 
anthropometrischen Daten und Operationsindikationen unterscheiden (Tabelle 2), 
was wiederum einen Einfluss auf die Rezeptorexpression und -abspaltung haben 
könnte. Die Frage nach diesen möglichen Einflussfaktoren sollte Inhalt zukünftiger 
Arbeiten sein und konnte in der hier vorliegenden Arbeit, aufgrund mangelnder 
Informationen bezüglich der Donoren und zu geringer Anzahl (n), nicht geklärt 
werden. Ein weiterer interessanter Aspekt der Gegenstand von Folgearbeiten sein 
könnte, ist die Verteilung innerhalb der im Überschuss vorhandenen kurzen 
Isoformen (OB-R219.1-3). Realisierbar wäre das durch die Anpassung der 
spezifischen Primer und Sonden für die Real-Time-quantitative-PCR. Eine 
mögliche Erklärung für die quantitative Mengenzunahme des sOB-R nach 48 h, im 
Vergleich zu 24 h, könnte dadurch begründet sein, dass es nach einem 
Mediumwechsel eine gewisse Zeitspanne dauert bis sich ein Gleichgewicht 
zwischen der Produktion und dem Abbau/der Halbwertszeit des sOB-R einstellt 
und konstante Werte messbar sind. Als problematisch anzusehen ist die 
Tatsache, dass sich die Messwerte des sOB-R zum Teil nah an der unteren 
Nachweisgrenze (0,312 ng/ml) des kommerziell verfügbaren Kits (Human Leptin R 
Quantikine ELISA Kit/R&D Systems) bewegten bzw. unter dieser lagen. Damit 
waren diese nicht messbar und standen einer Auswertung nicht zur Verfügung. 
Bei zukünftigen Messungen sollte die Entwicklung einer Alternative zum 
kommerziellen Kitsystem mit niedrigerer Nachweisgrenze für die Quantifizierung 
des sOB-R diskutiert werden. Denkbar wäre auch eine höhere Aufkonzentrierung 
der entnommenen Überstände, soweit sich diese technisch realisieren lässt. 
4.2 Der Leptinrezeptor unter dem Einfluss endokriner 
Regulatoren in primären humanen Hepatozyten 
4.2.1 Zusammenfassung der Ergebnisse 
• Unter Stimulation mit Dexamethason (1; 10 µM) und Leptin (5; 100 ng/ml) 
ist keine quantitative Veränderung von OB-R, OB-Rfl und sOB-R messbar. 
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• Der Verzicht von Dexamethason im Grund- bzw. Kontrollmedium zeigt eine 
Tendenz zu verminderter Expression von OB-R/OB-Rfl nach 48 h. 
• Bei Stimulation mit Glucagon (0,1; 1; 10 µM) kommt es bei einer 
Konzentration von 0,1 µM zu einer tendenziellen und ab 1 µM zu einer 
statistisch signifikanten Zunahme von OB-R und OB-Rfl. 
• Die Hochregulation von OB-R/OB-Rfl unter Glucagon hat die gleiche 
Charakteristik bei 24- wie bei 48 h, ist nicht isoformspezifisch und eine 
Zunahme des Stimulus erhöht die Streubreite der Ergebnisse. 
• Der sOB-R zeigt erst nach 48 h und einer Konzentration von 10 µM 
Glucagon eine statistisch signifikante Erhöhung. 
• Die unter Glucagon veränderte mRNA Expression der membranständigen 
Isoformen des OB-R wird auf Proteinebene durch den sOB-R reflektiert. 
• Bei simultaner Inkubation mit Leptin (100 ng/ml) und Glucagon (10 µM) 
gleicht das Rezeptorverhalten dem unter alleiniger Stimulation mit 
Glucagon. 
4.2.2 Diskussion und Ausblick 
In der Literatur finden sich keine eindeutigen Ergebnisse zur endokrinen 
Regulation des OB-R durch Dexamethason und Leptin in humanen Hepatozyten 
bzw. verwandten Zellsystemen. So wird postuliert, dass die in vitro-Stimulation mit 
Dexamethason (0,1 µM/LMH-Zellen), ähnlich der hier vorliegenden Ergebnisse, 
keine Veränderung der Genexpression von OB-R zur Folge hat 105. Im 
Widerspruch dazu stehen Versuche an HepG2-Zellen, welche unter Stimulation 
eine erhöhte Expression der langen- (0,01-1 µM Dexamethason) und der kurzen 
Isoformen (0,001-1 µM Dexamethason) zeigen 106. Zu beachten gilt es dabei, dass 
zur Verbesserung der Hepatozyten-Reaktivität und deren Lebens-
fähigkeit 101,102,107,108 dem Versuchsmedium der hier vorliegenden Arbeit 0,1 µM 
Dexamethason supplementiert wurde. In den oben beschriebenen Arbeiten wurde 
dem verwendeten Kulturmedien (DMEM, McCoy-Medium) kein Dexamethason 
hinzugefügt. Wird auf die basale Menge an Dexamethason im Medium verzichtet, 
kommt es nach 48 h zur verminderten Expression von OB-R und OB-Rfl; was auf 
einen verringerten Gesamtmetabolismus mit verminderter Proteinsynthese beim 
komplettem Verzicht von Dexamethason 108 hindeuten könnte. Auch bezüglich  
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der Stimulation mit Leptin ist die Datenlage widersprüchlich, so wird im LMH-
Zellmodell einerseits eine Verminderung der Expression von OB-R bei 0,1 µM 
(1600 ng/ml) Leptin 105 postuliert. Vergleichbare Ergebnisse finden sich auch in 
Versuchen mit HepG2-Zellen in denen es zu einer erniedrigten Expression der 
langen- (0,1-1 µM (1600-16000 ng/ml) Leptin) und der kurzen Isoformen (0,01-
1 µM (160-16000 ng/ml) Leptin) kommt 106. In einer murinen in vivo-Studie 
hingegen konnte gezeigt werden, dass es nach Gabe von 60 µg Leptin über 24 h 
nach 6-8 Tagen zur vermehrten Induktion des hepatischen Leptinrezeptors (lange- 
und kurze Isoformen) kommt 76. In zukünftigen Versuchsreihen an primären 
humanen Hepatozyten sollte darüber nachgedacht werden, die bisher zur 
Stimulation verwendeten Mengen an Leptin (5; 100 ng/ml) noch zu erhöhen; in 
Analogie zu den bereits genannten Arbeiten an LMH- und HepG2-Zellen. 
Grundsätzlich gilt es bei der Gegenüberstellung der Ergebnisse dieser Arbeit mit 
denen der aktuellen Literatur, auch immer zu beachten, dass die Vergleichbarkeit 
durch wesentliche Unterschiede im Versuchsdesign (Spezies, Zellsystem, 
Medium, Konzentration des Stimulus, Messmethodik) eingeschränkt wird. Dieses 
Problem der mangelnden Vergleichbarkeit könnte auch einer der Gründe sein, 
warum die Stimulation mit Glucagon (100 ng/ml (0,03 µM) in Experimenten mit 
porcinen Hepatozyten keine Effekte auf die Regulation des Leptinrezeptors 
zeigen 109. Insbesondere im Leptin-vermittelten Metabolismus der Leber scheint es 
wesentliche Unterschiede zwischen porcinen- und murinen- bzw. humanen 
Spezies zu geben 40. In der hier vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass 
es unter der Stimulation mit Glucagon zur Hochregulation von OB-R, OB-Rfl und 
sOB-R kommt, was möglicherweise auf eine veränderte Wirksamkeit von Leptin in 
der humanen Leber hindeuten könnte, welche Glucagon-vermittelt ist. Bei der 
erhöhten Streubreite von OB-R/OB-Rfl unter Zunahme der Konzentrationen des 
Stimulus sei wiederum auf die Heterogenität der Spender verwiesen (Tabelle 2), 
die einen Einfluss auf die Rezeptorexpression und -abspaltung, analog zu den 
interindividuellen Schwankungen zwischen den Basalwerten (4.1), haben könnte. 
Auch hier sollte die Frage nach diesen Variablen und deren Einfluss Inhalt 
zukünftiger Arbeiten sein. Ein weiterer wichtiger Aspekt sollte bei den gewonnenen 
Daten nicht außer Acht gelassen werden; die zur Stimulation verwendeten 
Konzentrationen für Leptin (5; 100 ng/ml) und insbesondere für Glucagon (0,1-
10 µM (348,28-34828 ng/ml)) befinden sich zum Teil im Bereich 
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supraphysiologischer Plasmakonzentrationen. Die humanen Plasmawerte für 
Leptin bewegen sich in Abhängigkeit von Geschlecht und BMI im Mittel zwischen 
2- und 12 ng/ml (Männer: 2,24-8,94 ng/ml; Frauen: 3,01-11,74 ng/ml) 110; für 
Glucagon werden physiologische Werte von <60 pg/ml angegeben 111. Die 
Ergebnisse, die in einem in vitro-Zellkultursystem mit nicht physiologischen 
Konzentrationen des Stimulus gewonnen wurden, können also nicht unkritisch auf 
ein physiologisches in vivo-System übertragen werden. Denkbare Ursachen für 
die verzögerte Erhöhung des sOB-R nach 48 h und Stimulation mit 10 µM 
Glucagon könnten einerseits darin begründet liegen, dass sich erst nach diesem 
Zeitraum eine ausreichende Menge an sOB-R im Überstand befindet, welche mit 
dem verwendeten Assay verlässlich messbar ist oder aber, dass die Bildung des 
sOB-R durch nachgeschaltete Prozessierung (Shedding) zeitintensiv ist. Die 
Tatsache, dass unter der Stimulation mit Glucagon gleichgerichtete 
Veränderungen auf mRNA (OB-R)- und auf Proteinebene (sOB-R) zu messen 
sind, untermauern die Hypothese eines tatsächlichen Effektes durch den Stimulus, 
der neben der Transkription auch die Translation und Prozessierung einschließt. 
Das zur Stimulation verwendete Glucagon wirkt in der Leber hauptsächlich katabol 
durch die Erhöhung von cAMP und die Aktivierung weiterer Signalwege, wie der 
hepatischen AMPK (Abbildung 19), was zu gesteigerter Fettsäureoxidation, 
vermehrter Bereitstellung von Glucose, verminderter Lipogenese und -
Proteinsynthese führt 88,112,113. Die pharmakologische Therapie mit Glucagon ist 
bisher weitestgehend auf die Notfallversorgung der akuten Hypoglykämie von 
Patienten mit Diabetes mellitus Typ 1 und ösophageale Muskelrelaxation bei 
radiologischer Diagnostik 113,114 beschränkt. Aufgrund seiner katabolen und 
lipolytischen Wirkung könnte es allerdings ein vielversprechender Wirkstoff für die 
Behandlung von Dyslipidämie und Adipositas bzw. damit assoziierter 
Erkrankungen sein. Dabei gilt es jedoch zu beachten, dass unter der Langzeitgabe 
von Glucagon die Möglichkeit der Entwicklung von Glucoseintoleranz und 
Insulinresistenz bestehen könnte 113. Es konnte gezeigt werden, dass die Injektion 
von Glucagon über 14 Tage das Potenzial hat, eine bestehende Dyslipidämie und 
den Grad der Lebersteatose in Rindern zu verbessern, ohne dabei schädliche 
Auswirkungen auf die Glucosehomöostase zu haben 115,116. Allerdings gilt es zu 
klären, inwieweit sich diese Ergebnisse auf murine bzw. humane Modellsysteme 
übertragen lassen. In der Zusammenschau dieser Ergebnisse bezüglich einer 
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Erhöhung hepatischer Leptinrezeptoren unter dem Einfluss von Glucagon im 
humanen Modellsystem und den bisher in der Literatur postulierten hepato-
metabolischen Effekten von Leptin (1.4) und Glucagon (siehe oben), wäre ein 
Synergismus dieser beiden endokrinen Regulatoren in der Leber denkbar. 
 
 
Abbildung 19: Hormonelle Effekte auf die Aktivität der hepatischen AMPK 
und die damit verbundenen Auswirkungen auf den Metabolismus der 
Leber (modifiziert nach Hasenour et al. 88). 
 
Die in der Literatur beschrieben lipidvermindernden Effekte von Leptin in der 
Leber, bei welchen vermutlich die hepatische AMPK eine zentrale Rolle spielt 
(Abbildung 19), werden auch für Glucagon beschrieben; auch durch Glucagon 
kommt es zur Aktivierung der hepatischen AMPK 88,112,113. Bei einer 
Hyperleptinämie, wie sie bei Adipositas vorzufinden ist, scheint Leptin über die 
Hochregulation der Oxidation von Fettsäuren und durch inhibierte Lipogenese 
physiologisch vor Steatosis und Lipotoxizität zu schützen und damit 
leberprotektive Wirkung zu haben 77. Trotzdem kommt es bei Adipösen vermehrt 
zu hepatischen Steatose bzw. zur Ausbildung einer NAFLD 48,51. Gestützt werden 
die Daten zu den leberprotektiven Effekten durch den therapeutischen Einsatz von 
rekombinantem Leptin bei Patienten mit schwerer Lipodystrophie, welcher zu einer 
Verminderung der hepatischen Steatose führt 22,23 und durch die oben 
beschriebenen tierexperimentellen Studien mit einer Glucagon-induzierten 
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Verminderung der hepatischen Steatose 115,116. Zur Verifikation, ob ein möglicher 
Synergismus von Leptin und Glucagon in der humanen Leber besteht und ob die 
Gabe von Leptin und Glucagon eine therapeutische Option zur Behandlung der 
Steatosis hepatis darstellen könnte, sind weitere experimentelle Untersuchungen 
notwendig. Zum einen sollte die simultane Inkubation mit Leptin (100 ng/ml) und 
Glucagon (10 µM), bei welcher in der hier vorliegenden Arbeit das 
Rezeptorverhalten dem unter alleiniger Stimulation mit Glucagon gleicht, mit 
höheren Leptinkonzentrationen in Einzel- und Simultanstimulation durchgeführt 
werden; analog zu Versuchen an LMH- und HepG2-Zellen 105,106, um mögliche 
synergistische Effekte auf Rezeptorebene zu identifizieren. Daran anknüpfend 
wäre auch die sich anschließende Messung intrazellulärer Schaltstellen der 
hepatischen Signalkaskade weiterführend, wie beispielsweise die Bestimmung der 
Menge an cAMP und Aktivitätsmessung der AMPK unter dem simultanen Einfluss 
von Leptin und Glucagon, im Vergleich zur Einzelstimulation. Auch die direkte 
Bestimmung von Metaboliten des hepatischen Fettstoffwechsels (Triacylglyceride, 
freie Fettsäuren, Cholesterol) unter Stimulation mit Leptin und Glucagon in 
Hepatozyten wäre eine denkbare Option um die in dieser hier vorliegenden Arbeit 
gefundenen Zusammenhänge der Erhöhung des Leptinrezeptors unter dem 
Einfluss von Glucagon in humanen Hepatozyten besser zu verstehen und diese, 
nach Möglichkeit in therapeutische Konzepte wie beispielsweise der Behandlung 
der hepatischen Steatose als assoziierte Erkrankung der Adipositas, zu 
integrieren. 
4.3 Der Leptinrezeptor bei Zuständen der Apoptose in primären 
humanen Hepatozyten 
4.3.1 Zusammenfassung der Ergebnisse 
• Mit steigender Konzentration von Palmitat (0,5; 1 mM) zeigt sich die 
Tendenz der Hochregulation von OB-R und OB-Rfl. 
• Die Hochregulation von OB-R/OB-Rfl unter Pamitat hat die gleiche 
Charakteristik bei 24- wie bei 48 h, ist nicht isoformspezifisch und eine 
Zunahme des Stimulus erhöht die Streubreite der Ergebnisse. 
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• Beim sOB-R sind keine quantitativen Veränderungen unter Stimulation mit 
Palmitat messbar. 
• Die Stimulation mit Staurosporin (1 µM) zeigt nach 24 h eine tendenzielle 
Erhöhung von OB-R/OB-Rfl und nach 48 h eine massive Erhöhung bei 
statistischer Signifikanz und hoher Streuung. 
• Die Menge an sOB-R ist nach 48-stündiger Inkubation mit Staurosporin 
mehr als verdoppelt (statistisch signifikant). 
• Die unter Staurosporin veränderte mRNA Expression der membran-
ständigen Isoformen des OB-R wird auf Proteinebene durch den sOB-R 
reflektiert. 
4.3.2 Diskussion und Ausblick 
Die durch Palmitat und Staurosporin induzierte Apoptose und Bildung von sOB-R 
wurde bereits im HEK293-Zellmodell mit transienter Überexpression 
verschiedener OB-R-Isoformen nachgewiesen 72. In dieser genannten Arbeit 
wurde unter anderem herausgefunden, dass bevorzugt die Metalloproteinase 
ADAM10, aber auch ADAM17 am durch Apoptose ausgelösten Shedding bzw. der 
Bildung von sOB-R beteiligt sind. Bei Palmiat handelt es sich um eine freie 
gesättigte Fettsäure für die lipotoxische Effekte in Situationen metabolischer 
Dysregulation beschrieben sind und die durch Akkumulation in der Zelle zu 
Apoptose führen kann 72,117–121. Staurosporin ist ein im Jahr 1977 aus 
Streptomyces staurosporeus isoliertes Alkaloid, welches in der Lage ist die 
Apoptose Caspase-abhängig und -unabhängig zu induzieren 122,123. Auch die 
Induktion der Apoptose in Hepatozyten durch Palmitat 99 und Staurosporin 100 wird 
in der Literatur beschrieben. Die durch Schaab et al.72 postulierte Generierung von 
sOB-R durch Induktoren der Apoptose konnte auch in der hier vorliegenden Arbeit 
an primären humanen Hepatozyten nachgewiesen werden. Unter der Stimulation 
von Staurosporin lässt sich die Hochregulation aller Isformen des Leptinrezeptors 
nachweisen. Ähnlich wie beim Glucagon lassen sich auch bei Staurosporin 
gleichgerichtete Veränderungen auf mRNA (OB-R)- und auf Proteinebene (sOB-
R) messen, was einen tatsächlichen Effekt durch den Stimulus, der neben der 
Transkription auch die Translation und Prozessierung einschließt, untermauert. 
Das Ausbleiben einer quantitativen Veränderung des löslichen Rezeptors unter 
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der Stimulation mit Palmitat liegt möglicherweise darin begründet, dass auch die 
hochregulierte Expression der membranständigen Isoformen deutlich geringer 
ausgeprägt ist als beispielsweise bei der Stimulation mit Glucagon oder 
Staurosporin. Da der sOB-R durch das Shedding der membranständigen 
Isoformen generiert wird 34,35, könnte es sein, dass die geringen Unterschiede in 
der Genexpression dieser Isoformen nicht ausreichend sind, damit diese 
Veränderung auch auf der Proteinebene des sOB-R umgesetzt wird bzw. messbar 
ist. Auch in dieser Versuchsreihe ist es vorstellbar, dass die erhöhte Streubreite 
der Ergebnisse bei Zunahme des Stimulus ebenfalls auf die Beeinflussung durch 
spenderabhängige Variablen hindeutet, wie bereits in 4.1.2 und 4.2.2 erörtert. Die 
gewonnen Daten, welche einen Zusammenhang zwischen der Expression von 
OB-R, -OB-Rfl und Abspaltung von OB-R mit Zuständen der Apoptose herstellen, 
könnten möglicherweise erklären, warum bei adipösen Patienten mit NAFLD (Non-
alcoholic fatty liver disease) bzw. NASH (Non-alcoholic steatohepatitis) der sOB-R 
positiv mit dem Grad der Leberfibrose und der Anwesenheit von Diabetes 
korrelieren 86. Eine denkbare Hypothese hierfür wäre, dass der sOB-R den 
apoptotischen Umbau der Leber und möglicherweise auch die Progression der 
Lebererkrankung reflektiert, indem dessen Generierung durch Apoptose induziert 
wird. Die durch Apoptose induzierte Hochregulation von OB-R, OB-Rfl und sOB-R 
könnte möglicherweise auf die veränderte Wirksamkeit von Leptin in der humanen 
Leber hindeuten. Vorstellbar wäre hierbei eine Wirkverstärkung des Leptins bzw. 
der anti-apoptotischen Effekte des Leptins als Gegenregulation zur Apoptose wie 
es beispielsweise für die β-Zellen des Pankreas beschrieben wird 124,125. Bezüglich 
der Leber wurden die durch Leptin-vermittelten anti-apoptotischen Effekte bisher 
nur in Studien an Zellenlinien des hepatozellulären Karzinoms aufgezeigt 126. Für 
die weiterführende Verifikation der in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse 
könnte in zukünftigen experimentellen Untersuchungen die Quantifizierung von 
pro- und anti-apoptotischen Proteinen, wie beispielsweise Bax und Bcl-2 unter 
dem Einfluss von Palmitat und Staurosporin, aber auch unter Koinkubation mit 
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Leptin ist ein seit dem Jahr 1994 bekanntes Proteohormon, das im Wesentlichen 
vom weißen Fettgewebe gebildet wird. Die Wirkung dieses Adipokins wird über 
den Leptinrezeptor (OB-R) vermittelt, der beim Menschen in vier 
membranständigen- und einer löslichen Isoform (sOB-R) vorkommt. Während die 
Funktion von Leptin im Hypothalamus gut charakterisiert ist - die 
Sekretionssteigerung anorexigener- und Hemmung orexigener Signale, als 
Rückkopplungsschleife des Fettgewebes zur physiologischen Regulation des 
Energiemetabolismus - ist bisher wenig über die Wirkung dieses Hormons in 
peripheren Organen bekannt. Vor dem Hintergrund, dass Adipositas durch 
Hyperleptinämie und Leptinresistenz, also das Unvermögen einer adäquaten 
endokrinen Signalgebung bei einem Überschuss an Hormon, gekennzeichnet ist 
und bei steigender Prävalenz Risikofaktor für assoziierte Krankheitsbilder wie 
kardiovaskuläre Ereignisse, Insulinresistenz, Steatosis hepatis, Osteoarthrose und 
Krebserkrankungen ist, erscheint es notwendig, diesbezüglich neue 
pathophysiologische Erkenntnisse in Erfahrung zu bringen und diese nach 
Möglichkeit einer therapeutischen Option zuzuführen. In der gegenwärtigen 
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Literatur gibt es keine Arbeiten die den Leptinrezeptor und dessen Regulation in 
der Kultur von primären humanen Hepatozyten zum Inhalt haben (Stand: Januar 
2014). Unter der Berücksichtigung der Leber als zentralem Stoffwechselorgan und 
der Beteiligung von Leptin bzw. dem Leptinrezeptor in der Pathogenese der 
Adipositas, die insbesondere auch hepatische Folgeerkrankungen wie Steatose 
und NAFLD (Non-alcoholic fatty liver disease) nach sich ziehen kann, gilt es diese 
Lücke zu schließen. In der hier vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt 
werden, dass sich primäre humane Hepatozyten als Modellsystem für die 
Untersuchung des Leptinrezeptors und seiner Isoformen eignen. So wurde die 
quantitative Dominanz der kurzen Isoformen des Leptinrezeptors in Hepatozyten 
nachgewiesen, deren Funktion noch nicht abschließend geklärt ist. Darüber 
hinaus konnte gezeigt werden, dass Glucagon in verschiedenen Konzentrationen 
zur Hochregulation aller Isoformen des Leptinrezeptors, auch der löslichen Isoform 
führt (direkter Zusammenhang zwischen der Membranexpression des OB-R und 
dem sOB-R auf Proteinebene), was möglicherweise auf eine veränderte 
Wirksamkeit von Leptin in der Leber hindeuten könnte, die Glucagon-vermittelt ist. 
Die Effekte der inhibierten hepatischen Lipogenese durch Leptin wurden bereits in 
der Literatur beschrieben; so wird rekombinantes Leptin bei Patienten mit 
Lipodystrophie zur Verminderung der hepatischen Steatose bereits therapeutisch 
angewendet. Aus der Zusammenführung dieser Erkenntnisse wäre ein 
Synergismus von Glucagon und Leptin, der möglicherweise eines Tages in der 
Behandlung Adipositas-assoziierter Erkrankungen wie Steatosis hepatis genutzt 
werden kann, denkbar. Neben diesen endokrinen Effekten konnte gezeigt werden, 
dass Palmitat und in noch größerem Ausmaß Staurosporin, zwei bereits bekannte 
Induktoren der Apoptose, ebenfalls zur Hochregulation der Isoformen des 
Leptinrezeptors führen (für Staurosporin besteht hierbei wiederum ein direkter 
Zusammenhang zwischen der Membranexpression des OB-R und dem sOB-R auf 
Proteinebene). Dieses kann möglicherweise als eine anti-apoptotische 
Gegenregulation verstanden werden und darauf hindeuten, dass die in anderen 
Zellsystemen bereits gut beschriebenen protektiven Effekte des Leptins bezüglich 
apoptotischer Prozesse möglicherweise auch für die Leber zutreffen. Die Bildung 
erhöhter Mengen an löslichem Leptinrezeptor, wie sie in der hier vorliegenden 
Arbeit unter dem Einfluss von Apoptose durch Apoptoseinduktion mittels 
Staurosporin gefunden wurde, könnte eine Erklärung dafür liefern, warum der 
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zirkulierende lösliche Leptinrezeptor - wie in der Literatur beschrieben - bei 
Patienten mit nicht-alkoholischer Fettleber-Erkrankung positiv mit dem Grad der 
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